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Verwendung von M^la'b-Dehydrogenase zur NADH-Regenerlerung 

Die vorliegende Erf indung ist auf ein Verfahren zur 
Herstellving enantiomerenangereicherter organischer 
Verbindungen gerichtet. Insbesondere betrifft die 
vorliegende Erf indiing ein enzymatisch arbeitendes 
Verfahren, bei dem in einem gekoppelten enzymatischen 
Reaktionssystem NAD(P)H zur Herstellung der organischen 
Verbindung von einem Enzym verbraucht und das NAD(P)H 
gleichzeitig durch ein zweites Enzymsystem regeneriert 
wird. 

Ebenfalls vorgeschlagen wird ein derart erf indungsgemaS 
arbeitendes Reaktionssystem sowie ein vorteilhaf ter 
Ganzzellkatalysator bzw. geeignete Plasmide. 

Die Gewinnung optisch aktiver organischer Verbindungen, 
z*B. Alkohole und AminosSuren, auf biokatalytischem Wege 
gewinnt zunehmend an Bedeutung, Als ein Weg zur 
groStechnischen Syn these dieser Verbindungen, insbesondere 
von Alkoholen und AminosSuren, hat sich u.a. der gekoppelte 
Einsatz zweier Dehydrogenasen xinter Cofaktorregenerierung 
gezeigt (DE19753350, EP118750) . 



Schema 1: 




+ B2O 



NADH+hf NAD" 



CQz < ^ HOOONHi"^ 

FDH 

In situ Regeneration von NADH mit der NAD-abhangigen 
Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii bei der 
reduktiven Aminierung von Trimethylpyruvat zu L-tert-Leucin 
(Bommarius et al . Tetrahedron Asymmetry 1995, €, 2851- 
2888) . 
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Die im w^ssrigen Mediim ef f izient eingesetzten 
Biokatalysatoren weisen neben ihrer katalytischen 
Eigenschaft und Effizienz zudem den Vorteil auf , dass im 
Gegensatz zu einer Vielzahl an synthetischen metal Ihaltigen 
5 Katalysatoren auf den Einsatz metal lhal tiger, insbesondere 
schwermetallhal tiger und somit toxischer Einsatzstof f e 
verzichtet werden kann. Auch kann auf den Einsatz von 
teuren und zudem gefahrlichen Reduktionsmittel wie 
beispielsweise Boran bei der asymmetrischen Reduktion 
10 verzichtet werden. 

Die bisher in diesen Systemen mit Erfolg eingesetzte FDH, 
z.B. aus Candida boidinii, hat den Nachteil, dass die 
spezifische Aktivitat dieser Enzymklasse mit 4-8 U/mg sehr 
niedrig liegt. Dies bedingt den Einsatz einer groEen Menge 
15 an teurem Enzym mit apparativ gesehen schwieriger 
Recyclierung, wenn ein so gestalteter Prozess im 
technischen MaJSstab unter akonomischen Gesichtspunkten 
vorteilhaft durchgefUhrt werden soli. 

Die ,,malic enzyme genannte Malatdehydrogenase (MDH) 
20 katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Malat zu 

Pyruvat. Zahlreiche Malatdehydrogenasen aus verschiedenen 
Organismen sind bekannt, so u.a. aus haheren Tieren, 
Pflanzen und Mikroorganismen . Es wird zwischen vier Arten 
von Malatdehydrogenasen unterschieden, die in den 
25 Enzymklassen E.G. 1.1.1.37 bis EC 1.1.1.40 klassif iziert 

sind (http://www.genome.ad.jp) . In AbhSngigkeit vom Typ der 
Malatdehydrogenase wird NAD und/oder NADP als Cofaktor 
benatigt . 

Aufgrund der Irreversibilitat der oxidativen 
3 0 Decarboxylierungsreaktion von L-Apfelsaure zu Pyruvat 
bietet sich die Nutzung der Malatdehydrogenase auch im 
Hinblick auf eine gtinstige Cof aktorregenerierung in oben 
geschilderten Systemen an. 

Die Nutzung der Malatdehydrogenase zur Regenerierung von 
35 NAD findet sich beispielsweise bei Suye et al. in einer 
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Arbeit von 1992 beschrieben (S.-I. Suye, M. Kawagoe, S. 
Inuta, Can. J. Chem. Eng. 1992, 70, 306-312). Die NADH- 
Regenerierung mittels der Malatdehydrogenase wird dabei zur 
reduktiven Aminierung von Pyruvat mittels einer 
Alanindehydrogenase unter Verbrauch von NADH verwendet. Das 
Pyruvat entsteht durch die oxidative Decarboxylierung aus 
L-Apf elsaure iind wird im folgenden Schritt durch die 
Alanindehydrogenase gleich wieder verbraucht. Eine 
Anreicherxing von Pyruvat in der Reakt ions 16 sung wird damit 
vermieden, womit auch das Problem eventueller Inhibierungen 
der beteiligten Enzyme durch die Gegenwart von 
Pyruvatmengeri im stochiometrischen Bereich beseitigt wird. 
Allerdings ist damit das vorgestellte System auf die 
Produktion von Alanin ausschlieSlich eingeschrankt (s, auch 
S.-I. Suye, Recent Res. Devel. Ferment. Bioeng. 1998, 1, 
55-64) . 

Interessanterweise wurden - trotz des technisch hohen 
Potentials - auiSer diesen Arbeiten von der Suye- 
Arbeitsgruppe keine weiteren Arbeiten unter Nutzung des 
„Malatdehydrogenase" zur Regenerierung des oxidierten 
Cofaktors NAD+ bei Reduktionen von Ketonen bzw. redukiven 
Aminierungen von Ketosauren beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Angabe 
eines weiteren Verfahrens zur Herstellung von chiralen 
organischen Verbindungen wie Aminosauren oder Alkoholen, 
welche durch ein wie oben beschriebenes gekoppeltes 
enzymatisches Reaktionssystem unter Verwendung der 
Malatdehydrogenase gewonnen werden konnen und welches nicht 
auf die Darstellung einer Substanz eingeschrankt ist. 
Insbesondere sollte dieses Verfahren im technischen Mafistab 
unter okonomischen wie okologischen Oesichtspunkten 
besonders vorteilhaft eingesetzt werden kSnnen. 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den 
kennzeichnenden Merkmalen des gegenstandlichen Anspruchs 1 
gelost. Ansprache 2 bis 7 beziehen sich auf bevorzugte 
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Ausftihrungsf ormen. Anspruche 8 und 9 schUtzen ein 
erf indungsgemaSes Reaktions system und einen entsprechend 
arbeitenden Ganzzellkatalysator . Anspruch 10 scliutzt 
bevorzugte Plasmide. 

Dadurch, dass man in einem Verfahren zur Herst^llung von 
enantiomerenangereicherten organischen Verbindiingen in 
einem gekoppelten enzymatischen Reaktions system aufweisend 
eine erste enzymatische Transformation eines organischen 
Substrats unter Verbrauch von NAD(P)H und die Regeneration 
des NAD(P)H in einer zweiten enzymatischen Transformation 
durch eine Malatdehydrogenase unter Oxidation von L- 
Apfelsaure zu Pyruvat und CO2, das entstehende Pyruvat der 
zweiten enzymatischen Transformation nicht als Substrat in 
der ersten enzymatischen Transformation einsetzt, gelangt 
man tiberaus uberraschend und dafur aber nicht minder 
vorteilhaft zur Losung der gestellten Aufgabe. Es kann 
durchaus als Uberraschung angesehen werden, dass die 
simultane Verwendung z.B. einer Aminosauredehydrogenase mit 
der- decarboxylierend wirkenden Malatdehydrogenase 
problemlos ohne Auftreten von Kreuzreaktionen mOglich ist. 
Auch lassen sich keine inhibierenden Einf Itisse von 
Substraten und Produkten der Primarreaktion auf die 
Malatdehydrogenase und umgekehrt nachweisen. Insbesondere 
failt positiv auf, dass das als Nebenprodukt gebildete 
Pyruvat nicht inhibierend auf die Malatdehydrogenase selbst 
bzw. auf die parallel eingesetzten Alkohol- bzw. 
Aminosauredehydrogenasen einwirkt • 

Vorteilhaf terweise werden mit dem erf indungsgemaSen 
Verfahren enantiomerenangereicherte Alkohole oder 
Aminosauren hergestellt- In diesem Fall kommen allseits 
bekannte und wohlf eile Alkoholdehydrogenase oder 
Aminosauredehydrogenase als Enzyme ftir die erste 
enzymatische Transformation in Frage. Der Fachmann ist im 
Prinzip frei in deren Auswahl, die nach Art des 
Substratspektrums, StabilitSt und Umsatzrate des 
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betrachteten Enzyms erfolgt. Bekannte Enzyme dieser 
Provenienz sind in K. Drauz, H. Waldmann (Hrsg.)/ Enzyme 
Catalysis in Organic Synthesis, Voliame III/ Wiley-VCH, 
Weinheim, 2002, Kapitel 15 dargestellt . ' 
Besonders vorteilhaf t ist der Einsatz der 
Alkoholdehydrogenase aus den Organismen Rhodacoccus 
erythropolis (S-ADH) oder Lactobacillus kefir (R-ADH) (ADH 
aus R. erythropolisi J. Peters, T. Zelinski, M.-R. Kula, 
Purification and characterization of a novel carbonyl 
reductase silated from Rhodococcus erythropolis , J. 
Biotechnol. 1994, 33, 283-292) (ADH aus Lactabacillus k^firi 
C. W. Bradshaw, W. Hummel, C.-H. Wong, Lactobacillus kefir 
Alcohol Dehydrogenase: A Useful Catalyst for Synthesis, J. 
Org. Chem. 1992, 57, 1532-1536.). Im Hinblick auf 
bevorzugte Aminosauredehydrogenasen sei der Fachmann auf 
beispielsweise Leucindehydrogenasen bzw. 
Phenylalanindehydrogenasen (A. Bommarius in: Enzyme 
Catalysis in Organic Synthesis (Hrsg.: K. Drauz, H. 
Waldmajon) , Volume III, Wiley-VCH, Weinheim, 2002, Kapitel 
15.3) verwiesen . 

Malatdehydrogenasen sind dem Fachmann ebenfalls gelSufig 
(Lit. s. weiter vorne oder Dissertation S. Naamnieh, 
Universitat Dusseldorf , in Vorbereitung) . Auch hier wird 
der Fachmann sich die fur seinen Zweck am ef f izientesten 
einsetzbare Dehydrogenase auswahlen. Im Prinzip sind solche 
Malatdehydrogenasen bevorzugt, die das NAD(P)H in einem 
solchen MaiSe regenerieren, dass kein Engpass fiir den 
Reaktionsablauf des anderen eingesetzten Enzyms auftritt. 
Bevorzugt ist die bekannte Malatdehydrogenase aus E. coli 
K12 in diesem Zusammenhang . Genisolierung und Klonierung 
sind beschrieben in S. Naamniehs Dissertation, Universitat 
Dusseldorf, in Vorbereitung S. 70ff . 

Prinzipiell kann das gegenstandliche Verfahren in rein 
wassriger L5sung durchgeftihrt werden. Es ist jedoch auch 
moglich, der wSssrigen Losung beliebige Telle eines 
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wasserloslichen organischen Losungsmittels zuzusetzen, urn 
z.B. die Reaktion im Hinblick auf schlecht wasserlosliche 
Siabstrate zu optimieren. Als solche LSsimgsmittel kommen 
insbesondere Ethyl englykol, DME oder Glycerin in Betracht. 
Weiterhin konnen aber auch Mehrphasen-, insbesondere 
Zweiphasensysteme aufweisend eine w^ssrige Phase als 
LSsungsmittelgemisch ftir das erf indungsgemaiSe Verfahren 
dienen. Hier hat sich der Einsatz bestiinmter nicht 
wasseriaslicher LSsungsmittel schon bewShrt {DE10233107) . 
Die dort diesbeztiglich gemachten Aussagen gel ten hier 
entsprechend . 

Prinzipiell ist der Fachmann bei der Wahl der wahrend der 
Reaktion vorhandenen Temperatur frei. Er orientiert sich 
vorzugsweise an dem Erhalt einer mSglichst hohen Ausbeute 
an Produkt in moglichst hoher Reinheit in mOglichst kurzer 
Zeit. Zudem sollten die eingesetzten Enzyme unter den 
eingesetzten Temperaturen hinreichend stabil sein und die 
Reaktion sollte mit einer mSglichst hohen 

Enantioselektivitat verlaufen. Im Hinblick auf den Einsatz 
von Enzymen aus thermophilen Organismen kSnnen durchaus 
Temperaturen von lOO^C die obere Grenze des 

Temperaturbereichs bei der Reaktion darstellen. Als untere 
Grenze in wassrigen Systemen sind -15^C sicher sinnvoll. 
Vorteilhaft ist ein Temperaturintervall zwischen 10 und 60, 
besonders bevorzugt zwischen 20 und 40^C einzustellen. 

Der pH-Wert wahrend der Reaktion wird vom Fachmann cinhand 
der Enzymstabilitaten vind Umsatzraten ermittelt und 
entsprechend ftir das erf indungsgemafie Verfahren 
eingestellt. Ftir die Malatdehydrogenase aus £?. coli wurde 
gefunden, dass das pH-Optimum bei > 10 liegt. Im 
allgemeinen wird der ftir Enzyme bevorzugte Bereich von pH 5 
bis 11 gewahlt. Vorzugsweise kann ein pH-Bereich von 5,5 
bis 10,0, insbesondere 6,0 bis 9,0 vorliegen, 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein gekoppeltes 
enzymatisches Reaktionssystem zur Herstellung von 
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enantiomerenangereicherten organischen Verbindungen 
aufweisend eine erste enzymatische Transformation eines 
organischen Substrats unter Verbraucli von NAD(P)H und die 
Regeneration des NAD(P)H in einer zweiten enzymatischen 
Transformation durch eine Malatdehydrogenase unter 
Oxidation von L-Apf elsaure zu Pyruvat und CO2/ wobei das 
entstehende Pyruvat der zweiten enzymatisclien 
Transformation nicht als Substrat in der ersten 
enzymatischen Transformation eingesetzt wird. Prinzipiell 
gelten ftir dieses Reakt ions system die gleichen Vorteile und 
bevorzugten Ausftihrungsf ormen, wie sie in Bezug auf das 
erf indungsgemaSe Verfahren schon genannt wurden. 
Vorteilhaft eingesetzt wird das Reakt ions system 
beispielsweise in einem Ruhrkessel, einer 

Riihrkesselkaskaden oder in Membranreaktoren , die sowohl im 
batch-Betrieb als auch kontinuierlich betrieben werden 
konnen . 

Im Rahmen der Erfindung wird unter Membranreaktor jedwedes 
Reakt ionsgefafi verstanden, bei dem der Katalysator in einem 
Reaktor eingeschlossen wird, wahrend niedermolekulare 
Stoffe dem Reaktor zugeftihrt werden oder ihn verlassen 
konnen. Dabei kann die Membran direkt in den Reaktionsraum 
integriert werden oder auiSerhalb in einem separaten 
Filtrationsmodul eingebaut sein, bei der die 
ReaktionslSsung kontinuierlich oder intermittierend durch 
das Filtrationsmodul strbmt \ind das Retentat in den Reaktor 
zurtickgeftihrt wird. Geeignete Ausftihrungsf ormen sind u.a. 
in der W098/22415 und in Wandrey et al. in Jahrbuch 1998, 
Verfahrenstechnik und Chemieingenieurwesen, VDI S. 151ff.; 
Wandrey et al . in Applied Homogeneous Catalysis with 
Organometallic Compounds, Vol. 2, VCH 1996, S.832 ff.; 
Kragl et al . , Angew. Chem. 1996, 6, 684f, beschrieben. 
Die in dieser Apparatur neben der batch und 
semikontinuierlichen Fahrweise mogliche kontinuierliche 
Fahrweise kann dabei wie gewilnscht im Cross-Flow- 
Filtrationsmodus (Fig. 3) oder als Dead-End-Filtration 
(Fig. 2) durchgefahrt werden. Beide Verf ahrensvarianten 
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sind prinzipiell im Stand der Technik beschrieben 
(Engineering Processes for Bioseparations, Ed.: L.R, 
Weatherley, Heinemann, 1994, 135-165; Wandrey et al., • 
Tetrahedron Asymmetry 1999, 10, 923-928) . 

Ganzzellkatalysatoren aufweisend ein kloniertes Gen fiir ein 
erstes Enzym zur Transformation eines organischen Substrats 
und ein kloniertes Gen ftir eine Malatdehydrogenase, wobei 
diese befahigt sind, in einer ersten enzymatische 
Transformation eine enantiomerenangereicherte organische 
Verbindung unter Verbrauch von NAD(P)H herzustellen und die 
Regeneration des NAD(P)H in einer zweiten enzymatischen 
Transformation durch die Malatdehydrogenase unter Oxidation 
von Ij-Apf elsaure zu Pyruvat und CO2 vonstatten gehen zu 
lassen, wobei das entstehende Pyruvat der zweiten 
enzymatischen Transformation nicht als Substrat in der 
ersten enzymatischen Transformation eingesetzt wird, sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Der erf indungsgemSSe Ganzzellkatalysator besitzt 
vorzugsweise ein Enzym (Polypeptid) mit Aminosaure- oder 
Alkoholdehydrogenaseaktivitat und eines mit 
Malatdehydrogenaseaktivitat , entstammend insbesondere aus 
den weiter oben genannten Organismen. 

Als Mikroorganismen konnen im Prinzip alle dem Fachmann fiir 
diesen Zweck in Frage kommenden Organismen wie z.B. Hefen 
wie Hansenula polymorpha , Plchia sp. ^ Saccharomyces 
cerevisiae, Prokaryonten, wie E. coll. Bacillus suhtilis 
Oder Eukaryonten, wie Saugerzellen, Insektenzellen 
herangezogen werden. Vorzugsweise sind E. coIi-StSrame ftir 
diesen Zweck zu benutzen. Ganz besonders bevorzugt sind: E. 
coli Xlil Blue, NM 522, JMlOl, . JM109 , JM105, RRl, DH5a, TOP 
10" Oder HBIOI. 

Vorzugsweise wird ein Organismus wie in der DE10155928 
genannt als Wirts organismus eingesetzt. 
Der Vorteil eines derartigen Organismus ist die 
gleichzeitige Expression beider Polypeptidsysteme, womit 
nur noch ein rec -Organismus fur die erf indungsgemSlSe 
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Reaktion angezogen werden muss . 

Urn die Expression der Polypeptide im Hinblick auf ihre 
Umsetziingsgeschwindigkeiten abzustiramen, konnen die 
entsprechenden codierenden NukleinsSuresequenzen auf 
iinterschiedlichen Plasmiden mit unterschiedlichen 
Kopienzahlen untergebracht und/oder unterschiedlicli starke 
Promotoren ftir eine unterschiedlich starke Expression der 
Nukleinsauresequenzen verwendet werden. Bei derart 
abgestimmten Enzymsystemen tritt vorteilhaf terweise eine 
Akkumulation einer Zwischenverbindung nicht auf und die 
betrachtete Reaktion kann in einer optimalen 
Gesamtgeschwindigkeit ablaufen. Dies ist dem Fachmann 
jedoch hinlanglich bekannt (Gellissen, G.; Piontek, M. ; 
Dahlems, U- ; Jenzelewski, V.; Gavagan, J. W. ; DiCosimo, R. ; 
Anton, D. L.; Janowicz, Z. A. (1996), Recombinant Hans enula 
polymorpha as a biocatalyst. Coexpression of the spinach 
glycolate oxidase (GO) and the S. cerevisiae catalase T 
(CTTl) gene, Appl, Microbiol. Biotechnol. 46, 46-54; 
Farwick, M. ; London, M. ; Dohmen, J.; Dahlems, U.; 
Gellissen, G.; Strasser, A. W. ; DE19920712) . 
Ganz besonders vorteilhaf t ist, das der erf ind\ingsgemaSe 
Ganzzellkatalysator ggf . das bei der erf indungsgemaSen 
Reaktion entstehende Pyruvat weiter verstof fwechselt , es 
quasi als Nahrungsquelle verwendet. Derart ausgestaltete 
Ganzzellkatalysatoren ftihren dazu, dass das Pyruvat nicht 
als Nebenprodukt der Reaktion anfailt und somit auch nicht 
in weiteren Verf ahrensschritten vom eigentlich gewOnschten 
chiralen Produkt abgetrennt werden muss. 

Die Herstellxing des Ganzellkatalysators kann im Prinzip 
nach dem Fachmann bekannten Mafinahmen erfolgen (Sambrook, 
J.; Fritsch, E, F. undManiatis, T. (1989), Molecular 
cloning: a laboratory manual, 2'''^ ed. , Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, New York; Balbas, P- und Bolivar, F. 
(1990) , Design and construction of expression plasmid 
vectors in E.coli, Methods Enzymol . 185, 14-37; Rodriguez, 
R.L. und Denhardt, D. T (eds) (1988), Vectors: a survey of 
molecular cloning vectors and their uses, 205-225, 
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Butterworth, Stoneham) . Bezliglich der allgeitieinen 
Vorgehensweise (PGR, Klonierung, Expression etc.) sei auch 
auf folgende Literatur iind das dort zitierte .verwiesen: 
Universal GenomeWalker™ Kit User Manual, Clontech, 3/2000 
und dort zitierte Literatur; Triglia T. ; Peterson, M, G. 
und Kemp, B.J. (1988), A procedure for in vitro 
amplification of DNA segments that lie outside the 
boundaries of known sequences, Nuoleic Acids Res. 16, 8186; 
Sambrook, J.; Fritsch, E. F. und Maniatis, T. (1989), 
Molecular cloning: a laboratory manual, 2^^ ed. , Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, New York; Rodriguez, R.L. 
und Denhardt, D- T (eds) (1988), Vectors: a survey of 
molecular cloning vectors and their uses, Butterworth, 
Stoneham. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Plasmide auf wei send 
Genkonstrukte, in denen das Gen ftir eine Malatdehydrogenase 
und ein Gen ftir ein Enzym zur Transformation eines 
organischen Substrats unter Verbrauch von NAD(P)H vorhanden 
ist . 

Als Ursprungsplasmide oder -vektoren kommen im Prinzip alle 
dem Fachmann ftir diesen Zweck zur Verfugung stehenden 
Ausfuhrungsf ormen in Frage. Derartige Plasmide und Vektoren 
konnen z. B. von Studier und Mitarbeiter (Studier, W. F.; 
Rosenberg A. H.; Dunn J. J, ; Dubendroff J. W. ; (1990), Use 
of the T7 RNA polymerase to direct expression of cloned 
genes, Methods Enzymol. 185, 61-89) oder den Broschttren der 
Firmen Novagen, Promega, New England Biolabs, Clontech oder 
Gibco BRL entnommen werden. Weiter bevorzugte Plasmide und 
Vektoren konnen gefunden werden in: Glover, D. M. (1985) , 
DNA cloning: a practical approach, Vol. I-III, IRL Press 
L td . , Oxford ; Rodriguez , R.L. und Denhardt , D . T ( eds ) 

(1988), Vectors: a su3cvey of molecular cloning vectors and 
their uses, 179-204, Butterworth, Stoneham; Goeddel, D. V. 

(1990), Systems for heterologous gene expression. Methods 
Enzymol. 185, 3-7; Sambrook, J.; Fritsch, E. F. und 
Maniatis, T. (1989), Molecular cloning: a laboratory 
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manual, 2''^ ed. , Cold Spring Harbor Laboratory Press, New 
York. 

Plasmide, mit denen das die erf indungsgemafien Nukleinsauren 
aufweisende Genkonstrukt in ganz bevorzugter Weise in den 
Wirtsorganismus kloniert werden kanyi, sind: pUC18 (Roche 
Biochemicals) , pKK-177-3H (Roche Biochemicals) , pBTac2 
(Roche Biochemicals) , pKK223-3 (Amersham Pharmacia 
Biotech) , pKK-233-3 (Stratagene) oder pET (Novagen) . 
Vorteilhaf t ist in diesem Zusammenhang das Plasmid 
pkk/phe/mali (Fig. 5) . 

Die Darstellung dieses Plasmids imd eines entsprechenden 
rec-Mikroorganismus ist in der Dissertation von S. 
Naamnieh, Universitat DUsseldorf , in Vorbereitung S. 70ff 
beschreiben. 

Fvir die Anwendung konnen die betrachteten Polypeptide des 
erf indungsgemaSen Verfahrens in freier Form als homogen 
aufgereinigte Verbindungen oder als rekombinant 
hergestelltes Enzym verwendet werden. Weiterhin konnen 
diese- Polypeptide auch als Bestandteil eines intakten 
Gastorganismus eingesetzt werden oder in Verbindiang mit der 
aufgeschlossenen und beliebig hoch aufgereinigten Zellmasse 
des Wirtsorganismus. 

Moglich ist ebenfalls die Verwendung der Enzyme in 
immobilisierter Form (Sharma B. P.; Bailey L. F. und 
Messing R. A. (1982), Immobilisierte Biomaterialiern - 
Techniken und Anwendungen, Angew. Chem. 94, 836-852). 
Vorteilhafterweise erfolgt die Iinmobilisierung durch 
Lyophilisation (Paradkar, V. M. ; Dordick, J. S. (1994), 
Aqueous-Like Activity of. a-Chymo trypsin Dissolved in 
Nearly Anhydrous Organic Solvents, J. Am. Chem. Soc . 116, 
5009-5010; Mori, T.; Okahata, Y. (1997), A variety of lipi- 
coated glycoside hydrolases as effective glycosyl transfer 
catalysts in homogeneous organic solvents. Tetrahedron 
Lett. 38, 1971-1974; Otamiri, M. ; Adl^rcreutz, P.; 
Matthiasson, B. (1992), Complex formation between 
chymotrypsin and ethyl cellulose as a means to solbilize 
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the enzyme in active foinn in toluene, Biocatalysis 6, 291- 
305) . Ganz besonders bevorzugt ist die Lyophilisation in 
Gegenwart von oberf lachenaktiven Substanzen, wie Aerosol OT 
Oder Polyvinylpyrrolidon oder Polyetliylenglycol (PEG) oder 
Brij 52 (Diethylenglycol-mono-cetylether) (Kamiya, N. ; 
Okazaki, S.-Y,; Goto, (1997), Surf actant -horseradish 

peroxidase complex catalytically active in anhydrous 
benzene, Biotechnol, Tech. 11, 375-378). 

AuSerst bevorzugt ist die Immobilisierung an Eupergit® , 
insbesondere Eupergit C® lond Eupergit 2 SOL® (R6hm) 
(Eupergit .RTM. C, a carrier for immobilization of enzymes 
of industrial potential. Katchalski-Katzir , E.; Kraemer, D. 
M. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic (2000), 
10(1-3) , 157-176) . 

Gleichfalls bevorzugt ist die Immobilisierung an Ni-NTA in 
Kombination mit dem His-Tag (Hexa-Histidin) erganzten 
Polypeptid (Purification of proteins using polyhistidine 
affinity tags. Bornhorst, Joshua A.; Falke, Joseph J. 
Methods in Enzymology (2000), 326, 245-254). 
Die Verwendung als CLECs ist ebenfalls denkbar (St. Clair, 
N.; Wang, Y.-F.; Margolin, A. L. (2000), Co factor-bound 
cross-linked enzyme crystals (CLEC) of alcohol 
dehydrogenase, Angew. Chem. Int. Ed. 39, 380-383) . 
Durch diese MaSnahmen kann es gelingen aus Polypeptiden, 
welche durch organische Solventien instabil werden, solche 
zu generieren, die in Gemischen von wftssrigen und 
organischen Losungsmitteln bzw. ganz in Organik arbeiten 
kSnnen . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann so ausgefiihrt werden, 
dass die MDH aus E. coll mit einer NAD-abhangigen 
Leucindehydrogenase (LeuDH aus Bacillus cereus; Sigma) 
gekoppelt wird. LeuDH katalysiert unter NADH-Verbrauch die 
reduktive Aminier-ung von aliphatischen Ketosauren wie 
beispielsweise Ketoisocaproat zu den entsprechenden L- 
Aminosauren wie L-Leucin (Gleichung (1) ) . 
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2-Keto-isocaproat + NADH + 3^4" ► L-Leucin + NAD"^ (la) 

NAD* + L-Malat ► Pyruvat + CO2 + NADH (lb) 

Der Reaktionsverlauf wurde per HPLC verf olgt . Das Ergebnis 
kann folgender Tabelle 1 im Vergleich zu einem aquivalenten 
Umsatz mit FDH statt MDH entnommen werden.. 

Tabelle 1: Vergleich der Bildiing von L-Leucin (HPLC) im 
gekoppelten Ansatz mit Coenzym-Regenerieriing durch MDH und 
FDH. Eingesetzt warden jeweils 10 mM Ketoisocaproat und far 
die Regenerierung durch Malat dehydrogenase {m)U) 100 iriM 
L-Malat bzw. durch Formiat dehydrogenase (FDH) 100 mM 
Formiat • 



Zeit 
[min] 


L-Leucin mit MDH 
[mM] 


L-Leucin mit FDH 
[mM] 


0 


0,7 


0,1 


10 


8,8 


9,9 


30 


9,6 


11, 1 


60 


10,8 


9,8 


120 


9,9 


9,9 



Ebenfalls untersucht wurde der Einsatz von 
Alkoholdehydrogenasen in Kombination mit 

Malatdehydrogenasen. Die MDH aus E. coli wird mit einer 
NAD-abhangigen S-spezif ischen Alkoholdehydrogenase aus 
Rhodococcus erythropolis (RE--ADH; DE10218689) gekoppelt. 
Die Verwendbarkeit der MDH wird dabei tlber die Reduktion 
eines Ketons (p-Cl-Acetophenon = pCAp) entsprechend 
Gleichung ( 4 ) geprUf t . 



pCAp + NADH + H* 



p-Cl-Phenylethanol + NAD"** (4a) 
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NAD"*" + L-Malat ^ Pyruvat + CO2 + NADH (4b) 

Tabelle 2: Abnahme des Ketons p-Cl-Acetophenon (10 mM 
eingesetzt) iind Ziinahme des enzymatisch gebildeten Alkohols 
p-Cl-Phenylethanol (100 % entspr. 10 iriM) in Abhangigkeit 
von der Zeit. 



Zeit 
[mini 


Keton [%] 


Alkohol [%] 


0 


100 


0 


10 


28 


72 


20 


12 


88 


30 


4 


96 


60 


0 


100 



Enantiomerenangereichert oder enantiomer angereichert 
bezeichnet die Tatsache, dass eine optische Antipode im 
Gemisch mit ihrer anderen zu >50% vorhanden ist. 

Die dargestellten Strukturen beziehen sich bei Vorliegen 
eines Stereozentrums auf beide mogliclien Enantiomere und 
bei Vorliegen von mehr als einem Stereozentrum im Molekiil 
auf alle moglichen Diastereomere und beziiglich eines 
Diastereomers auf die darunter fallenden moglichen zwei 
Enantiomere der in Frage stehenden Verbindung. 

Der Organismus Candida boidinii ist unter der Nummer ATCC 
32195 bei der American Type Culture qollection hinterlegt 
und 5ffentlich zuganglich. 



Die in dieser Schrift genannten Dokumente des Standes der 
Technik gelten als von der Offenbarung mitumfasst. 
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Beschreibungen der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt einen Membranreaktor mit Dead- End-Filtration. 
Das Subs t rat 1 wird aber eine Pumpe 2 in den Reaktorraiam 3 
liberfuhrt, der eine Membran 5 aufweist. Im 
5 riihrerbetriebenen Reaktorraum bef inden sich neben dem 

Losungsmittel der Katalysator 4, das Produkt 6 und nicht 
umgesetztes Substrat 1. Uber die Membran 5 wird 
hauptsachlich niedermolekulares 6 abfiltriert. 

Fig. 2 zeigt einen Membranreaktor mit Cross-Flow- 
10 Filtration. Das Substrat 7 wird hier tiber die Pumpe 8 in 
. den gertihrten Reaktorraum Oberfahrt, in dem sich auch 
F Losungsmittel, Katalysator 9 und Produkt 14 befindet. tJber 
die Pumpe 16 wird ein Lasxingsmittelf luS eingestellt, der 
liber einen ggf • vorhandenen warmetauscher 12 in die Cross- 
15 Flow-Filtrationszelle 15 fiihrt. Hier wird das 

niedeniiolekulare Produkt 14 tiber die Membran 13 abgetrennt. 
Hochmolekularer Katalysator 9 wird anschliejSend mit dem 
Losungsmittelf lufi ggf. wieder aber einen Warmetauscher 12 
ggf. tiber das Ventil 11 zurtick in den Reaktor 10 geleitet. 

20 
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Beispiel 1 : 

Zur Gewinnung der hier benutzten MDH aus E. coll K12 s. 
Dissertation S. Naamnieh, Universitat Dtisseldorf, in 
Vorbereitung S. 70ff. 

Reinigung und biochemische Eigenschaf ten der MDH aus E. 
coli: 

a) Reinicfung 

Die Reinigung der recMDH aus col i-Rohextrakt en 
(Expressionsstamm: E. coIi-Derivat JM105) erfolgte in 
Anlehnung an das Reinigvingsprotokoll (Stols L., and 
Donnelly M. I. (1997) . Production of succinic acid through 
overexpression of NAD ( + ) -dependent malic enzyme in an 
Escherichia coli mutant. Appl Environ Microbiol 63: 2695- 
701.) . Ziinachst wurden die rec-Bakterienzellen durch 
Desintegration mit Glasperlen auf geschlossen 
(Auf schlusspuff er Tris/HCl lOOmM pH 7.5). Im Anschluss 
daran erfolgte ein Reinigungsschritt durch eine Q- 
Sepharose. Nach der Reinigung mittels Q-Sepharose konnte 
eine spezifische Aktivitat der MDH von etwa 7,3 U/mg 
bestimmt werden. Durch die Auf reinigung dieses Enzymes 
mittels weiterer chromatographischer Schritte, 
Hydroxyapatit und Phenyl sepharose konnte die MDH bis zur 
HomogenitS.t mit einer spezifischen Aktivitat von 133 U/mg 
gereinigt werden. 
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Tab. 3: Zusairanenf assung der Reinigiing der rec-MDH aus E. 
coll . 



Reinigungs- 

OWIIX X U» L> 


Aktivi- 
(U) 


Protein 

( vnrr \ 


Spez . 
(U/mg) 


Anr e ichening 


Ausbeute 




210 


202 


1, 03 




100 


Q-Sepharose 


184 


25,2 


7,3 


7,1 


88 


Hydroxyapati 
t 


68 


1,6 


42,5 


41 


32 


Phenyl - 
sepharose 


24 


0,18 


133 


129 


11 



b) Biochemische Charakterisierung 

- Km-Werte 

Fur L-Malat wurde ein Km-Wert von 0,29 mM gemessen und ftir 
das Coenzym NAD* ein Km-Wert von 0,14 mM. 

Beide Km-Werte liegen in einem niedrigen Bereich von < 1 
mM, sie zeigen, dass beide Substrate mit guter Affinitat 
vom Enzym erkannt werden. Beide Werte sprechen daftir, dass 
die MDH fxir die Regenerierung von NADH verwendet werden 
kann, 

- pH-Optimum (Fig. 1) 

MDH zeigt maximale Aktivitat bei hoheren pH-Werten von 11 
und h6her. Allerdings ist der Aktivitatsabf all zu 
niedrigeren pH-Werten relativ gering, so liegen bei pH 8,0 
noch 72% und bei pH 7,0 noch 67% Aktivitat vor. 

- Temperaturoptimum 

Das Temperaturoptimum der MDH liegt bei ca. 55®C (Fig. 4) . 
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Beispiel 2: 

a) Koppliing von Leucin-Dehydrogenase mit Malat- 
Dehydr ogenas e 

Die MDH aus E. coli wird mit einer NAD-abhangigen Leucin- 
Dehydrogenase (LeuDH aus Bacillus cereus; Sigma) gekoppelt . 
LeuDH katalysiert xinter NADH-Verbrauch die reduktive 
Aminierung von aliphatischen Ketosauren wie beispielsweise 
Ketoisocaproat zu den entsprechenden L-AminosSuren wie L- 
Leucin. 

Testansatz (1 ml gesamt; wenn nicht anders angegeben ist in 
Klammem die Konzentration der Stammiasung angegeben) : 

526 ]il Hepes-Puffer (200 mM Hepes, pH 8,5 mit 10 mM MgClz) ; 
143 111 AmmoniTomsulfat-Losung (500 mM im Test); 100 ul 
Ketoisocaproat (100 mM) ; 20 ]xl NAD* (50 mM) ; 200 ^il L-Malat 
(500 mM, Na-salz, in Hepes-Puffer gelSst, pH 8,5); 1 iil 
LeuDH (0,5 U im Test); 10 lal MDH (1,5 U im Test; partiell 
gereinigt) . 

Der Testansatz wird bei 30°C inkubiert, nach 0, 10, 30, 60 
und 120 min werden Proben (50 ill; Eppendorf- 
Reaktionsgefasse) entnommen und zum Abstoppen der Reaktion 
ftlr 3 min bei 95®C erhitzt. Denaturiertes Protein wird 
durcb Zentrifugation far 10 min bei 13.000 rpm (Eppendbrf- 
Tiscbzentrifuge) abgetrennt und der Uberstand nach 
Derivatisierung mit ortho-Phthalaldehyd (OPA) mittels HPLC 
analysiert . 

Derivatisierung mit OPA (= ortho-Phthaldialdehyd) : 

140 111 Na-Borat-Puffer (100 mM; pH 10,4); 40 pi Probe bzw. 
Standard; 2 0 pi OPA/ IBLC-Reagenz (= ortho-Phthaldialdehyd / 
N-Isobutyryl-L-cystein) . Von dieser Reakt ions 16 sung werden 
20 pi fiir die HPLC -Analyse injiziert. 
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HPLC-Analyse : 
Ergebnisse s. Tabelle 1 



b) Vergleichsversuch: Kopplung von Leucin-Dehydrogenase mit 
Formi a t - Dehydr ogenas e 

In einem parallel durchgefUhrten Vergleichsansatz warden 
dieselben Komponenten wie oben beschrieben verwendet,. aber 
cin Stella der Malat-Dehydrogenase wurden 0,5 U Formiat- 
Dehydrogenase (FDH aus Candida boidiniij Sigma) eingesetzt 
und als Regenerieriingssubstrat an Stelle von 100 inM L-Malat 
100 mM Formiat. 

Ergebnisse s, Tabelle 1. 



Beispiel 3: Kopplung der MDH mit Alkohol-Dehydrogenase : 

Die MDH aus E. coli (Express ions staram: E. coIi-Derivat JM 
105) wird mit einer NAD-abhSngigen S-spezif ischen Alkohol- 
Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis (RE-ADH) 
gekoppelt. Die Verwendbarkeit der MDH wird dabei uber die 
Reduktion eines Ketons (p-Cl-Acetophenon) gepraft. 

Testansatz (1 ml gesamt; wenn nicht ahders angegeben ist in 
Klammern die Konzentration der Stammias\mg angegeben) : 

678,7 vlI Hepes-Puffer (100 mM Hepes, pH 8,5 mit 10 mM 
MgCl2) ; 1/3 \xl p-Cl-Acetophenon (10 mM im Test); 20 \il 
NAD"" (50 mM) ; 200 \xl L-Malat (500 mM, Na-salz, in Hepes- 
Puffer gelost, pH 8,5); 15 \il RE-ADH (1 U im Test); 85 lal 
MDH (1 U im Test; partiell gereinigt) . 

Der Testansatz wird bei 30^C inkubiert, nach 0, 10, 20, 30 
und 60 min werden Proben (50 ]xl) entnommen, mit 100 \il 
Ethylacetat versetzt und die Oberphase mittels 
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Gaschromatographie auf Bildung des Alkohols p-Cl- 
Phenylethanol hin analysiert, 

Ergebnisse s . Tabelle 2 • 

Beispiel 4: Konstruktion eines Express ions vekt or s mit 
heterologer Expression 

Aus der Secjuenz des amplif izierten Fragmentes wurden Primer • 
mit integrierten Restriktionsschnittstellen und ein Codon 
f\ir die ribosomale Bindungsstelle konstruiert. Nach der 
Amplif ikation des Malatdehydrogenases aus dem ■ r ekombinanten 
pUC18 wurde das PCR-Fragment in den rekombinanten recPhe- 
pKK-223-3-Expressionsvektor hinter der PheDH-Sequenz an der 
PstI und Hindlll-Restriktionsschnittstellen kloniert (Fig, 
8 - Konstruktion des Plasmids ftir eine heterologe 
Expression zur L-Phe Synthese mittels Ganzzellumsetzung) . 

PGR: 

5 '-Forward: N'-Malic-pst 

5 ' CTGCAGAGCCCAGGGATG6ATATTCAAAAA 3 ' 

Konzentration 100 pmol/iil 

5 ' -Reverse : C ' -Malic~Hin 

5 ' AAGCTTTTAGATGGA<3GTACGGCGGTAGTC 3' 

Konzentration 100 pmol/ul 



Tabelle 4: PGR Protokoll zur Amplif izierung des 
Malatdehydrogenases aus dem rekombinanten pUClB-Plasmid. 
Variiert wurden die Konzentrationen der Template-DNA. 



Template 

DANN 

recpUClS 


N'-Malic- 
pst Prim 1 


C'-Malic- 
Hin Prim 2 


dNTP 


Puffer 


Taq- 

Polymerase 


H2O 


50ng/vLl 


lui 


lul 


2vil 


lOul 


lui 


83ul 
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25ng/ul 






2ul 


lOul 




83ul 


lOng/ul 






2ul 


lOul 


lui 


83ul 



Ein Zyklus besteht aus: 

Denaturierungsschritt : 94^C 

Anneal ingschritt : 59^C 

5 Amplif izierungsschritt : 72^C 



^^^k Klonlerung: 

Das neue Konstrukt des rekombinanten Plasmids (Fig, 5) 
wurde in kompetente E. coii-Zellen JM 105 bzw. HB 101 
10 trans formiert- 

Die Standardtrans formation wurde nach dem Protokoll von 
Hanahan (Hanahan D, (1983). Studies on transformation of 
Escherichia coli with plasmids. J Mol Biol 166s 557-80.) 
durchgefuhrt . Hierzu wurden 100-200 iil kompetenter E. coli 
-Zellen auf Eis aufgetaut und 40 ng DNA aus dem 
Ligationsansatz zugegeben. Die Plasmidzellsuspension wurde 
30 min auf Eis gektihlt und anschliefiend ftlr 90 sec auf 42^0 
erwSrmt und sofort wieder auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 
3 00 lal liB - Medium wurden die Zellen zur Regeneration etwa 
45 min bei 37 inkubiert. AnschlieSend wurden 200 pi 
dieser Kultur auf einer Antibiotikahaltigen LB-Platte 
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkiibiert. 

Mit der Klonierung der Malatdehydrogenase 3 ' zur PheDH an 
der Pstl- und Hindlll-Schnittstelle mit eigener ribosomalen 
25 Bindungss telle konnte eine Expression beider Enzyme 
gleichzeitig erfolgen. 

Anmerkung: Weitere Detailinf ormationen zur experiment el len 
Herstellung dieser Zellen werden beschrieben sein in: S. 
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Naainnieh, Dissertation, Universitat Dusseldorf , in 
Vorbereitung. 

Beispiel 5 : Coexpression der PheDH und der 
5 Malatdehydrogenase 

Von den posit iven Klonen wurdeh einige zur Expression 
ausgewahlt. Eine Einzelkolonie der jeweiligen Klone wurde 
in 5 ml LBamp -Medium tiberimpft, und nach Erreichen von ODsao 
= 0,6 mit 1 mM IPTG induziert. Die Induktion erfolgte uber 

^^^0 Nacht und die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall 

^^^^ auf geschlossen. 

Der rekombinante Stamm HBlOl zeigt eine Malatdehydrogenase- 
Aktivitat von 100 U/ml \ind ebenso eine PheDH -Aktivitat von 
130 U/ml. Die Aktivitat beider Enzyme im rekombinanten 
15 Stamm JM 105 ist eindeutig hSher und liegt bei - 600 U/ml 
ftir Malatdehydrogenase und -1200 U/ml ftir die PheDH. 

Die beiden rekombinanten Stamme wurden im 10 Ii Fermenter 
kultiviert und die Aktivitat beider Enzyme bestimmt. 

Tabelle 5 : Aktivitatsbestimmung der exprimierten Enzyme in 
20 einem 10 L Fermenter mit LB-Mediimi als batch-Fermentation. 





Aktivitat PheDH 


Akti vital 
Malatdehydrog 


t 

renase 




(U/itil) 


(U/itig) 


(U/ml) 


(U/mg) 


E. coli 
HBlOl 


400 


33 


220 


22 


E. coli 
JM105 


1300 


118 


640 


71 
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Aus den Daten der Expression ist zu entnehmen, dass der E. 
coll Stamm JM 105 deutlich bessere Aktivitat fur beide 
Enzyme zeigt, daher wurden alle weiteren Versuche mit 
diesem Stamm durchgef tlhrt . 



Beispiel 6 : Optimierung der Aktivitat 

Um die maximale Aktivitat der erhaltenen Rohextrakte 
ausschopfen zu kSnnen, wurden mehrere Parameter untersucht 
und variiert. 

Beide heterolog exprimierten Enzyme zeigen bei 
unterschiedlichen Bedingungen beste 

Stabilitatseigenschaf ten. Von Interesse war es, die . 
optimalen Eigenschaf ten ftir beide Enzyme im gleichen System 
zu ermitteln. Die nachf olgenden Versuche wurden mit Blick 
auf diese Tatsache durchgef tilirt • ... 

a) Optimierung des Auf schlusspuf f er 

1 g Zellen JMios wurde in 0, 1 M Tris- bzw. 0,1 M Kpi-Puffer 
mit/ohne BSA (1,5 g/1) 30 %ig auf geschlossen. Der 
Aufschluss erfolgte mit Ultraschall bei 70 cont. Cycles. 
Zusatzlich zu den Puffern wurden 1,5 g/1 BSA zur 
Stabilisierurig der Enzyme zugegeben. 



Tabelle 6 : Aktivitatsvergleich in Abhangigkeit des 

Auf schlusspuf fers. ■ 





0, IM Tris 


0,1M Kpi 




- BSA 


+ BSA 


- BSA 


+ BSA 


PheDH 


520 U/ml 


610 U/ml 


730 U/ml 


1100 U/ml 


Malatdehydrog 
enase 


430 U/ml 


720 U/ml 


320 U/ml 


610 U/ml 
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Der Zusatz an BSA ftihrte in beiden Fallen zu einer 
Steigeriing der Aktivitat. Ebenso beeinflusste der 
Auf schlufi-Puf f er die Aktivitaten. Hierbei war zu 
beobachten, dass der geeignete Auf schluJS-Puf f er ftir die 
einzelnen Enzyme verschieden war. Der Kpi-Puffer war fiir 
die PheDH besser geeignet als ftir das Malatdehydrogenase , 
da aber die Aktivitatsabnahme des Malatdebydrogenases im 
Kpi-Puffer relativ gering war, wurden die rekombinanten 
Zellen nach der heterologen Expression weiterhin in diesem 
Puffer aufgeschlossen. 



b) Auf schlussdauer zur Untersuchung der Stabilitat 

Ebenso wurde die Auf schlussdauer uberpriift und der 
kritische Punkt zur Stabilitat der Enzyme wahrend dieses 
Vorganges bestimmt. Aus den Daten ist die optimale 
Auf schlussdauer zu entnehmen (Fig. 9 - 
Stabilitatsbestimmung der PheDH bzw. des 

Malatdehydrogenases nach verschiedenen Auf schlusszeiten 
mittels Ultraschalls . Die Zellen wurden nach einer 60-, 30- 
sekundigen Behandlung zwischenzeitlich 30 Sekunden 
abgektihlt) . 

Ftir diesen Versuch wurde folgende Suspension verwendet: 

1 g rekombinante Zellen (JM105) 
3 ml Kpi-Puffer 0,1 M 

Bei langerer Behandlung der Zellen mit Ultraschall nimmt 
die Aktivitat der PheDH drastisch ab, wogegen die Aktivitat 
der Mai at dehydrogenase erhalten bleibt. Die idealen 
Auf schlussbedingungen ftir einen 25 %igen AufschluS von 1 g 
rekombinantem E. coli JM105 sind daher 4 x 30 s 
Ultraschallbehandlung mit zwischenzeitlich 3 x 30s 
Abkiihlung im Eisbad. 
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Bei langeren Behandlungen mit Ultraschall wird die Probe 
erhitzt, was zu einer Denaturierung der Enzyme fuhxen kann. 
Die Proteinmenge wurde bei diesem Versuch bestimmt \ind ist 
aus nachf olgender zu entnehmen. 

Tabelle 7: Proteinbestimmung beider e3<priinierter Enzyme, 
PheDH iind Malatdehydrogenase, nach Variation der 
Auf schlusszeit . Die Zellen wurden nach einer 60-, 30- 
sekundigen Behandlung zwischenzeitlich 30Sekunden 
abgektihlt . 





60sec X 2 
Spez . Aktivitat : 
U/mg 


3'Osec X 4 
Spez. Aktivitat: 
U/mg 


30sec X 8 
Spez . Aktivitat : 
U/mg 


PheDH 


30 


105 


16 


Malatdehydro- 
genase 


20 


90 


110 



Bei einer Reinigung des Malatdehydrogenases bis zur 
Homogenitat konnte eine spezifische Aktivitat von 466 U/mg 
erreicht werden. Die Reinigungsschritte sind in Tabelle 8 
zusammengef asst . 



Tabelle 8: Auf reinigiing der rekombinanten 
Mai a t dehydr ogenas e 





Vol\imen{ml) 


Aktivi- 
tat (U) 


Protein 
(mg) 


Spez .Aktivi- 
tat (u/mg) 


Ausbeute 
(%) 


Fak- 
tor 


Ultrazen- 
trifugation 


0.6 


820 


13 


63 


100 


1 


Hydroxy- 

apatit 


9 


470 


5 


94 


57 


1.49 
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Q-Sepharose 


7 


496 


2.1 


236 


60 


3.74 


Phenyl se- 
pharos e 


1.9 


280 


0.6 


466 


34 


7.39. 



c ) Km-Wer tbes t immung 

Far das Substrat und das Coenzym der Malatdehydrogenase 
warden die Kn-Werte bestimmt. Die Kw-Werte warden an 
homogenen oder partiell gereinigten rec-Malatdehydrogenase 
Proben bestimmt, 

L-Malat: 0,29 iriM 
NAD"*" 0 , 14 mM 



3 Beispiel 7: Gekoppelte L-Pbenylalanin Synthese unter 
Regeneration des Coenzyms NADH 

Wichtige Faktoren ftlr eine gekoppelte Reaktion sind das pH- 
Optimum sowie die Temperaturstabilitat der beiden Enzyme. 
Zusatzlich zu der Stabilitat der Enzyme spielen weitere 
5 Faktoren wie z.B. der Einfluss der verschiedenen Substrate 
auf die Enzyme eine Rolle. 

In Bezug auf das pH-Optim\im wurde eine Kinetik durchgeftihrt 
und die pH-Abhangigkeit der Synthese bestimmt. In Fig. 10 
ist die Zunahme der Aktivitat bei steigendem pH-Wert zu 

0 entnehmen, wobei fttr die Synthese aus Grunden der 

Coenzymsstabilitat ein pH-Wert von 8.0 ausgewahlt wurde, in 
dem beide Enzyme zwar nicht die hochste Aktivitat zeigen, 
aber bei dem das Coenzym stabil bleibt (Fig. 10 - pH- 
Optimum von Malatdehydrogenase und der PheDH. Die Aktivitat 

5 beider Enzyme nimmt bei Zunahme des pH-Wertes zu. Die 
Messungen wurden mit partiell gereinigtem Enzym 
durchgef uhrt . Ftir die Phenylalanin Dehydrogenase wurde die 
reduktive Aminierung gemessen) . 
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Ein zweiter Faktor ftir die gekoppelte Enzymreaktion ist die 
geeignete Tempera tur, bei der beide Enzyme ftlr langere Zeit 
stabil erhalten bleiben. Daher wurde ein weiterer Versuch 
zur Bestimmung des Temperaturoptimums durchgeftihrt (Fig. 11 
- Temperaturoptimxam. Die Messiingen wurden bei pH 8,5 und in 
0,1M HEPES-Puffer durchgeftihrt) . 

Wie aus Fig. 11 zu entnehmen ist/ liegt das 

Temperaturoptimimi beider Enzyme bei 50®C. Bei 30^C betragt 
die gemessene Aktivitat nur 60 %. 

Das Malatdehydrogenase ist ftir langere Zeit bei 45 °C 
stabil. Da die PheDH aber bei diesem Temper a turwert 
instabil wird, wurden die Synthesen bei 30°C durchgeftihrt, 
damit die StabilitSt beider Enzyme sowie des Coenzyms uber 
langere Zeit gewShrleistet werden konnte* 

Enzyme erreichen ihre optimale Aktivitat im jeweils 
geeigneten Puffer. Beide Enzyme wurden mit zwei 
verschiedenen Puffern in je einem Reaktionsansatz getestet 
(Tabelle 9) . 

Tabelle 9: Vergleich der ^ PheDH- bzw, der 
Malatdehydrogenase-Aktivitat in verschiedenen 
Reaktionspuf fern. Die Aktivitaten sind in Prozent vom 
Optimalen zu sehen. 





0,1M HEPES-Puffer 
(pH 8.0) 


0,1M Tris-Puffer 
(pH 8.0) 


PheDH 


84 % 


100 % 


MDH 


100 % 


42 % 



Da die Aktivitat der PheDH in HEPES-Puffer nicht erheblich 
abnimmt, wurde die gekoppelte Enzymreaktion in diesem 
Puffer durchg^efiihrt . 
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Mit der Bestimmung der Puffer-, pH- und Temperatur-Werte 
konnten geeigriete Bedingungen und Medien ftir die Synthese 
von Phenylalanin durch eine gekoppelte Enzymreaktion mit 
Regeneration des Cofaktors (NADH) ausgewShlt werden, 

5 Eingesetzt wurden 30 mM Plienylpyruvat , 100 mM 

Ammoniumsulfat, 100 itiM HEPES-Puf f er , 70 itOyE L-Malat, 2 mM 
NAD"^, 2 mM Mg , 25U PheDH (partiell gereinigt) und 30U 
Malatdehydrogenase. Die Proben werden mittels HPLC 
analysiert. 

10 Die Synthese wurde liber mehrere Stunden verfolgt. Nach 4 h 
waren ca. 50 % des eingesetzten Substrates Phenylpyruvat zu 

i L-Phenylalanin lomgesetzt (Fig. 12 - Bildungskinetik ftir L- 
Phe, Die Bildung von L-Phe wurde ±n situ durchgef Uhrt) . 




15 Beispiel 8: Ganzzellumsetzung 

Als Standard- Ansatz ftir die Ganzzellximsetzung wurde 
folgendes Medium verwendet: 

0.1 M HEPES-Puffer (pH 8.0) 

4 0 mM Phenylpyruvat 

20 0.1 M L-Malat 

0 - 1 M Ammoniumsulf at 

2 mM MgCl2 

Die Umsetzung erfolgte bei 30®C und mit Ig rekombinanten 
£. coIi-Zellen. Das gebildete Phenylalanin wurde mittels 
25 HPLC nachgewiesen (Fig. 6) . 

Die Bildung von L-Phe durch rekombinante E.coll -Zellen 
wurde uber 20 h verfolgt und die Ausbeute bestimmt (Fig. 
7) . 



Eine Metabolisierung des entstandenen Produktes L~Phe 
30 konnte nach 2 Oh Inkubation nicht nachgewiesen werden- 
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Patentanspruche : 

1 . Verf ahren zur Hers tel lung von 

enantiomerencuigereicherten organischen Verbindungen in 
einem gekoppelten enzymatischen Reaktionssystem 
aufweisend eine erste enzymatische Transformation 
eines organischen Substrats unter Verbrauch von 
N2UD(P)H und die Regeneration des NAD(P)H in einer 
zweiten enzymatischen Transformation durch eine 
Malatdehydrogenase unter Oxidation von L-Apf elsaure zu 
Pyruvat und CO2/ 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das entstehende Pyruvat der zweiten enzymatischen 
Transformation nicht als Substrat in der ersten 
enzymatischen Transformation eingesetzt wird. 

2 . Verf ahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die erste enzymatische Transformation unter Verwendung 
einer Alkoholdehydrogenase oder 
J^inosauredehydrogenase ablauft- 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als Alkoholdehydrogenase eine ADH aus Lactobacillus 
kefir oder Rhodococcus erythropolis und als 
Aminosauredehydrogenase eine Leucindehydrogenasen bzw, 
Phenylalanindehydrogenasen verwendet wird. 

4. Verf ahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche , 

dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Malatdehydrogenase aus E. coli, insbesondere E. 
coli K12 verwendet wird. 

5. Verf ahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass 



020365 OC 



30 



die Reaktion in einem wassrigen ein- Oder metirpliasigen 
Losungsmittelgemisch durchgeftihrt wird. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprtiche , 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die Temperatur wShrend der Reaktion zwischen 20 und 
4P°C liegt, 

7, Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprtiche , 

dadurch gekennzeichnet , dass 

der pH-Wert wShrend der Reaktion zwischen 6 und 9 
liegt . 

8. Gekoppeltes enzymatisches Reakt ions system zur 
Herstellung von enantiomerenangereicherten organischen 
Verbindungen aufweisend eine erste enzymatische 
Transformation eines organischen Substrats unter 
Verbrauch von NAD(P)H und die Regeneration des NAD{P)H 
in einer zweiten enzymatischen Transformation durch 
eine Malatdehydrogenase unter Oxidation von L- 
Apfelsaure zu Pyruvat und CO2/ 

dadurch gekennzeichnet , dass 

das entstehende Pyruvat der zweiten enzymatischen 
Transformation nicht als Substrat in der ersten 
enzymatischen Transformation eingesetzt wird. 

9, Ganzzellkatalysator aufweisend ein kloniertes Gen fiir 
ein erstes Enzym zur Transformation eines organischen 
Substrats und ein kloniertes Gen ftir eine 
Malatdehydrogenase, wobei dieser befahigt ist, in 
einer ersten enzymatische Transformation eine 
enantiomerenangereicherte organische Verbindung unter 
Verbrauch von NAD<P)H herzustellen und die 
Regeneration des NAD(P)H in einer zweiten 
enzymatischen Trajis format ion durch die 

Malatdehydrogenase unter Oxidation von L-ApfelsSure zu 
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Pyruvat und CO2 vonstatten geht, wobei das entstehende 
Pyruvat der zweiten enzyinatischen Transformation nicht 
als Substrat in der ersten enzymatisclien 
Transformation eingesetzt wird. 

10. Plasmide aufweisend Genkonstrukte, in denen das Gen 

far eine Malatdehydrogenase und ein Gen fur ein Enzym 
zur Transformation eines organischen Substrats unter 
Verbrauch von NAD(P)H vorhanden ist. 



020365 OC 

32 

Zusairatienf assiing : 

Die vorliegende Erfindxing ist auf ein Verfaliren zur 
Herstellung enantiomerenangereicherter organischer 
Verbindungen gerichtet. Insbesondere betrifft die 
vorliegende Erf indxing ein enzymatisch arbeitendes 
Verfahren, bei dem in einem gekoppelten enzymatischen 
Reaktionssystem NAD(P)H zur Herstellung der organischen 
Verbindung von einem Enzym verbraucht und das NAD(P)H 
gleichzeitig durch ein zweites Enzymsystem regeneriert 
wird. 

Ebenfalls vorgeschlagen wird ein derart erf indungsgemaS 
arbeitendes Reaktionssystem sowie ein vorteilhaf ter 
Ganzzellkatalysator . 
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Fig 2: 
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Fig. 6: 
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Fig. 11: 
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